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Nowe możliwości diagnostyki
utajonego zakażenia prątkiem gruźlicy
The new diagnostic methods of latent tuberculosis infection
Abstract
So far the only metod of diagnostic assessment of tubercle bacillus infection was a skin tuberculin reaction — but it has low
specificity and sensitivity. The article discusses the new tests in the diagnosis of a latent phase of tuberculosis infection and
the active form of the disease based on the measurement of interferon gamma (IFN-g) released by lymphocyte T after the
stimulation by antigens which are specific for M. tuberculosis: ESAT-6, CFP-10. The sensitivity and specificity of
QuantiFERON-TB Gold and T-SPOT.TB tests in diagnosis of infection as well as in active form of disease, comparison
between the results of tuberculin skin test and the results obtained by the new tests, and problem of incompatibility of
results obtained thanks to those tests are discussed.
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Streszczenie
Dotychczas jednym z ważnych narzędzi diagnostycznych zakażenia prątkiem gruźlicy był skórny odczyn tuberkulinowy —
jest on jednak mało swoisty i mało czuły. W niniejszym artykule omówiono nowe testy w diagnostyce utajonej infekcji
gruźliczej oraz czynnej postaci choroby. Zasada ich działania opiera się na pomiarze interferonu gamma (IFN-g) wydzielanego
przez limfocyty T po stymulacji przez antygeny swoiste dla prątka gruźlicy: ESAT-6, CFP-10. Omówiono czułość i swoistość
testów QuantiFERON-TB Gold oraz T-SPOT.TB zarówno w zakażeniu, jak i w czynnej postaci choroby, porównanie ich
z tuberkulinowym testem skórnym oraz problem niezgodności wyników otrzymanych za pomocą tych testów.
Słowa kluczowe: utajone zakażenie prątkiem gruźlicy, test tuberkulinowy, testy IGRA
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Wstęp
Co roku notuje się na świecie około 8 mln nowych
zachorowań na gruźlicę i około 1,8 mln zgonów. Gruź-
lica jest drugą pod względem częstości przyczyną zgo-
nów z powodu chorób zakaźnych na całym świecie,
tuż po zakażeniu HIV; jest również najczęstszą przy-
czyną zgonów wśród chorych na AIDS [1].
Częstość występowania gruźlicy wzrasta gwał-
townie w większości krajów afrykańskich leżących
na południe od Sahary, w Indiach i krajach byłego
Związku Radzieckiego. W Rosji w latach 1990–
–2000 nastąpił alarmujący wzrost liczby nowych
zachorowań; zanotowano także gwałtowne zwięk-
szenie się przypadków gruźlicy lekoopornej i wie-
lolekoopornej [2].
Szybka diagnostyka i leczenie chorych na
gruźlicę jest podstawowym czynnikiem gwarantu-
jącym opanowanie tej choroby. Jednakże w krajach
o niskim i średnim współczynniku zapadalności
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ich natomiast u bakterii szczepu BCG. Są to: ESAT-6
(early secretory antigen target 6) oraz CFP-10 (cul-
ture filtrate protein 10), a w nowszej wersji testu
QuantiFERON-TbGold tzw. QuantiFERON-GIT (in
tube) w zestawie antygenów jest jeszcze Tb 7,7
(swoisty antygen dla prątków gruźlicy) [9–24].
Antygeny ESAT-6 oraz CFP-10 kodowane są
przez tzw. Region of Difference 1 (RD1). Jest to frag-
ment genomu prątka, który, jak wykazały wyniki
badań prowadzonych od lat 90. XX wieku, wystę-
puje w M. tuberculosis (nie ma go natomiast w ge-
nomie prątków BCG oraz większości prątków śro-
dowiskowych, z wyjątkiem wspomnianych M. kan-
sasi, M. szulgai i M. microti).
Fragment RD1 koduje tzw. ESX1 system (geny
Rv3870-Rv3879, ESAT-6 oraz CFP-10). Antygeny
ESAT-6 i CFP-10 odpowiedzialne są za zjadliwość
M. tuberculosis (są dowody na to, że komplementacja
szczepów BCG przez RD1 powoduje wzrost ich zja-
dliwości oraz namnażanie się w płucach, podobnie
delecje RD1 ze zjadliwych szczepów M. tuberculosis
H37Rv skutkują utratą zdolności wewnątrzkomórko-
wego wzrostu prątków w makrofagach) [14, 15, 25].
Zasada działania testu QuantiFERON oparta
jest na metodzie ELISA [6, 7], jej kolejne etapy to:
— inkubacja krwi pobranej od osoby badanej
przez 24 godziny (u osób zakażonych prątkiem
gruźlicy dochodzi do zwiększonej produkcji
IFN-g przez uczulone antygenami prątka lim-
focyty T krwi obwodowej);
— IFN-g z osocza jest wychwytywany przez spe-
cyficzne dla niego przeciwciała;
— przeciwciała te łączą się następnie z innymi
przeciwciałami skoniugowanymi z enzymem
katalizującym reakcję kolorymetryczną;
— po pomiarze gęstości optycznej stężenie IFN-g
określa się przy użyciu krzywej standardowej.
Przyjmuje się stężenie IFN-g ≥ 0,35 jm./ml za
dodatni wynik testu [14].
Etapy testu ELISpot (Enzyme-Linked Immuno-
Spot Assay) [6, 7]:
— inkubacja komórek jednojądrzastych krwi ob-
wodowej w obecności antygenów ESAT-6
i CFP-10 przez 16–24 godzin;
— u osób zakażonych prątkiem dochodzi do pro-
dukcji IFN-g przez uczulone limfocyty T oso-
by badanej;
— połączenie IFN-g w sąsiedztwie limfocytów T
ze specyficznymi dla niego przeciwciałami,
a następnie połączenie przeciwciał specyficz-
nych dla IFN-g z innymi przeciwciałami sko-
niugowanymi z enzymem, który katalizuje ko-
lorymetryczną reakcję, dając obraz „plam”;
— każda plama reprezentuje ślad komórki T, któ-
ra odpowiedziała na antygeny produkcją IFN-g;
leczenie tzw. utajonej infekcji gruźliczej (LTBI, latent
tuberculosis infection), czyli zakażenia prątkiem gruź-
licy, służące zahamowaniu progresji zakażenia
w czynną postać choroby, jest również istotne. Lecze-
nie utajonej infekcji gruźliczej obniża ryzyko przejścia
w aktywną postać choroby o około 90% [3, 4].
Czynnikami ryzyka przejścia zakażenia
w czynną chorobę jest świeża infekcja prątkiem
gruźlicy, a także wiele czynników zależnych od go-
spodarza, takich jak: młody wiek (zwłaszcza dzieci
< 5. roku życia), zakażenie HIV, choroby przewle-
kłe, takie jak: niewydolność nerek, cukrzyca, lecze-
nie immunosupresyjne, przeszczepienie narządu,
układowa kortykosteroidoterapia [5].
Tuberkulinowy test skórny w diagnostyce
zakażenia prątkiem gruźlicy
Klasyczną i dotąd jedyną metodą diagnostyki
zakażenia prątkiem gruźlicy był tzw. test tuberku-
linowy (TST, tuberkulin skin test), znany również
jako test Mantoux.
Zasada wykonywania testu tuberkulinowego
polega na śródskórnym wstrzyknięciu w środkową
część przedramienia „preparatu tuberkulinowego”
(PPD, purified protein derivative) i pomiarze śred-
nicy nacieku po 72 godzinach od podaniu 2 jego
jednostek. Indukuje to tzw. opóźniony typ nad-
wrażliwości komórkowej (DTH, delayed type of
hypersensitivity), w której uczestniczą limfocyty T
i makrofagi. W związku z tym test ten jest mało
czuły w przypadku obniżonej odporności typu
komórkowego. Test tuberkulinowy jest mało swo-
isty, ponieważ PPD to mieszanina wielu białek,
których determinanty antygenowe obecne są
w większości gatunków prątków włącznie z BCG (Ba-
cillus Calmette-Guérin). U osób szczepionych BCG
oraz zakażonych prątkami środowiskowymi wynik
testu tuberkulinowego może być dodatni [6–12].
Testy IGRA (interferon g release assays)
w diagnostyce gruźlicy
W ciągu ostatnich kilku lat pojawiły się nowe
możliwości rozpoznania utajonego zakażenia prąt-
kiem gruźlicy. Powstały testy: QuantiFERON-TbGold
(Cellestis, Carnegie, Australia) [4] oraz T-SPOT.TB
(Oxford Immunotec, Abingdon, Wielka Brytania),
które są wysoce specyficzne i czułe w wykrywaniu
zakażenia prątkiem gruźlicy [4]. Zasada ich działa-
nia opiera się na pomiarze IFN-g, wydzielanego przez
swoiste limfocyty T stymulowane przez antygeny
specyficzne dla M. tuberculosis i nielicznych innych
gatunków prątków (M. kansasi, M. szulgai, M. micro-
ti), co podnosi wartość diagnostyczną testów. Brak
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— za wynik dodatni badania przyjmuje się licz-
bę plam wynoszącą co najmniej 6 [14].
W omawianych testach, jednocześnie z bada-
niem stopnia stymulacji swoistej, w odpowiednich
kontrolach mierzy się „kondycję” limfocytów. Są to
zazwyczaj pomiary spontanicznej oraz stymulowa-
nej mitogenem sekrecji IFN-g przez limfocyty T.
Rekomendacje dla testów IGRA
W grudniu 2005 roku Centers for Disease Con-
trol and Prevention (CDC) oraz U.S. Food and Drug
Administration (FDA) zarekomendowały stosowa-
nie testu QuantiFERON we wszystkich okoliczno-
ściach, w których jest stosowany TST, włączając
w to badania osób będących w styczności z osobą
prątkującą, imigrantów oraz seryjne badania pra-
cowników służby zdrowia. Zalecenia te określają
wyraźnie, że test ten może być stosowany w zastęp-
stwie, a nie w uzupełnieniu TST, a używa się go
powszechnie (jak również jego nową wersję, tzw.
QuantiFERONTb Gold IT, która zawiera trzeci spe-
cyficzny dla M. tuberculosis antygen TB 7,7) w Sta-
nach Zjednoczonych oraz w Europie (tu również
szeroko stosowany T-SPOT.TB). Obydwa testy są
zalecane przez wytyczne U.K. National Institute for
Health and Clinical Excellence (NICE) opublikowa-
ne w lutym 2006 roku. Zalecenia NICE rekomendują
w diagnostyce utajonego zakażenia prątkiem gruźli-
cy strategię hybrydową, tzn. początkowe badanie
przesiewowe przez zastosowanie TST, a w przypad-
ku otrzymania pozytywnego wyniku zastosowanie
testu IGRA (interferon gamma release assays) dla po-
twierdzenia dodatniego wyniku TST [9, 10, 15, 21].
Czułość i swoistość testów IGRA
Obydwa testy odznaczają się wysoką swoisto-
ścią: 62–100% [4], znacząco wyższą niż TST, co
jest uwarunkowane brakiem wpływu na nie szcze-
pień BCG i zakażeń prątkami środowiskowymi.
Testy te mają również wysoką czułość. Wykazano,
że czułość ELISpot wahała się w granicach 83–97%
i była wyższa niż czułość osiągana metodą ELISA
(70–89%) [4]. Różnice w czułości obydwu testów
można tłumaczyć tym, że ELISpot określa liczbę
limfocytów produkujących interferon po swoistym
pobudzeniu, a test ELISA mierzy stężenie IFN-g po
wydzieleniu do medium. Wyniki nowych badań
wykazują jednak, że optymalne wartości punktów
odcięcia dla obydwu testów mogą się różnić od
rekomendowanych [14]. Obecnie pojawiają się
również badania wykazujące inne punkty odcię-
cia dla utajonego zakażenia gruźlicą i czynnej po-
staci gruźlicy [9].
Udowodnienie wyższej wartości diagnostycz-
nej nowych testów w porównaniu z testem tuber-
kulinowym w przypadku utajonego zakażenia prąt-
kiem gruźlicy jest trudniejsze niż w przypadku
czynnej postaci choroby, ponieważ nie ma meto-
dy referencyjnej dla rozpoznania LTBI. Niestety,
nie jest możliwe dokładne oznaczenie czułości
i swoistości w tym przypadku. Prawdopodobień-
stwo zakażenia prątkiem rośnie wraz ze wzrostem
długości wspólnie spędzonego czasu i bliskością
kontaktu z osobą chorą; kluczowym wyznaczni-
kiem zakażenia będzie liczba wspólnie spędzonych
godzin. Tak więc, jeśli nowe testy są w istocie bar-
dziej czułe i swoiste niż TST, powinny lepiej ko-
relować z poziomem ekspozycji i być niezależne
od szczepień BCG [6].
Prowadzono ostatnio badania przy użyciu te-
stu ELISpot, które objęły 1136 kontaktów chorych
na gruźlicę. Dowiodły one wysokiej swoistości te-
stu, wykazując brak wpływu szczepień BCG na
wynik tego testu w przeciwieństwie do testów tu-
berkulinowych przeprowadzonych równocześnie
u tych osób. Test ELISpot korelował również lepiej
z ekspozycją na gruźlicę niż test skórny, sugerując
wyższą czułość niż TST [6].
Na podstawie badania oceniającego test ELISA
wykazano, że był również niezależny od przeprowa-
dzonych w przeszłości szczepień BCG, a jego korela-
cja z ekspozycją na gruźlicę była zbliżona do TST [6].
Rozbieżność wyników między testami
IGRA a TST
Zgodność wyników między TST a testami
IGRA oceniana jest na około 60–90% w większo-
ści badań [4, 26]. Niezgodność TST dodatni/IGRA
ujemne prawdopodobnie zależy od wcześniejszych
szczepień BCG, a także immunizacji niegruźliczy-
mi prątkami środowiskowymi. Istnieje jednak
prawdopodobieństwo mniejszej czułości testów
IGRA w pewnych sytuacjach klinicznych, jak rów-
nież możliwość, że IGRA wykrywają tylko pewien
etap odpowiedzi immunologicznej w zakażeniu
prątkami, na przykład świeżą infekcję, która szyb-
ko ulega spontanicznej regresji lub mija pod wpły-
wem leczenia [4]. Być może za niezgodność TST
dodatni/IGRA ujemne odpowiedzialny jest za krót-
ki czas inkubacji z antygenami. O tej hipotezie
mogą świadczyć wyniki badań, w których przed-
łużano czas inkubacji w teście QuantiFERON do
kilku dni i początkowo ujemny test stawał się do-
datni [27].
Niezgodność drugiego typu, czyli TST ujem-
ne, ale IGRA dodatnie, jest bardziej niezrozumia-
ła. Może należałoby zmienić stosowane do tej pory
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punkty odcięcia w celu zwiększenia czułości te-
stów IGRA? Jest również prawdopodobne, że
IGRA wykrywają, jak już wspomniano, świeże za-
każenie prątkiem, za które odpowiedzialne są lim-
focyty T efektorowe (TST jest jeszcze ujemny,
gdyż limfocyty T pamięci biorące udział w tej re-
akcji nie zostały jeszcze pobudzone i nie odpo-
wiadają wyrzutem IFN-g) [3, 6, 17, 26, 27]. Ponad-
to należy wziąć pod uwagę, że w krajach o wyso-
kiej zapadalności na gruźlicę istnieje wiele czyn-
ników modulujących immunologiczną równowa-
gę Th1/Th2, na przykład niedożywienie, myko-
bakteriozy środowiskowe, trąd, robaczyce czy in-
fekcje tropikalne [6].
Testy IGRA w grupach ryzyka zakażenia
prątkiem gruźlicy
Dotychczas ukazało się niewiele prac poświę-
conych zastosowaniu IGRA w takich grupach ry-
zyka, jak: zakażenie HIV, cukrzyca, niewydolność
nerek, leczenie immunosupresyjne, przeszczepia-
nie narządów, a także u dzieci i osób starszych.
W grupach tych TST jest zwykle mniej czuły ze wzglę-
du na anergię. Ujemne wyniki testów skórnych
uniemożliwiają właściwą kwalifikację do zastoso-
wania chemioprofilaktyki. Testy IGRA w tych po-
pulacjach wykazują większą czułość niż TST, acz-
kolwiek z drugiej strony cechują się znaczną liczbą
wyników tzw. indeterminate, czyli nieokreślonych,
spowodowanych utratą zdolności odpowiedzi na
mitogen (w tych przypadkach wskazane jest wy-
konanie dodatkowego testu z mitogenem), co wy-
nika z nieprawidłowej liczby lub funkcji limfocy-
tów CD4 [11, 12, 17].
Obiecujące jest zastosowanie testów IGRA
w seryjnych badaniach pracowników służby zdro-
wia. Oceniają one obecność zakażenia prątkiem
w tej populacji, a ich powtarzanie może wykryć „kon-
wersję”, czyli świeże zakażenie. Potrzeba jednakże
wielu dalszych badań w celu ustalenia wartości
progowych dla konwersji testów IGRA [28–30].
Testy IGRA w gruźlicy niepotwierdzonej
bakteriologicznie
Wynik badania Jafari i wsp. [31] wykonane-
go u dorosłych z podejrzeniem gruźlicy, której
nie udało się potwierdzić bakteriologicznie, wy-
kazał, że celowe u takich chorych jest wykona-
nie bronchoskopii z płukaniem oskrzelowo-pę-
cherzykowym (BAL, bronchoalveolar lavage)
oraz testu ELISpot. Grupa kontrolna miała zna-
miennie mniej limfocytów T pobudzonych przez
specyficzne antygeny ESAT-6 oraz CFP-10 w pły-
nie oskrzelowo-pęcherzykowym niż chorzy na
gruźlicę. Test ten może być ważnym narzędziem
diagnostycznym w gruźlicy niepotwierdzonej
bakteriologicznie.
Testy IGRA po leczeniu gruźlicy
Wyniki testów IGRA po leczeniu gruźlicy są nie-
jednoznaczne. Część badaczy wykazuje, że pozostają
niezmienione [32], w części badań stwierdzono, że
zmieniają się po leczeniu w zakresie odpowiedzi na
niektóre tylko antygeny (np. CFP-10) [33].
Wartość prognostyczna testów IGRA
Kluczowym pytaniem pozostaje możliwość
identyfikacji przez testy IGRA osób z dodatnim
wynikiem testów, które zachorują na gruźlicę, czyli
tych, którzy mogliby odnieść korzyść z chemiopro-
filaktyki. Byłoby to szczególnie ważne w diagno-
styce dzieci, osób zakażonych HIV czy u chorych
w stanach immunosupresji. Diel i wsp. [34] poda-
li w lutym 2008 roku wyniki dwuletniej obserwa-
cji dwóch grup osób pozostających w bliskich kon-
taktach z chorymi na gruźlicę (tzw. bliskich kon-
taktów), czyli grupy z dodatnim wynikiem TST
oraz grupy z dodatnim wynikiem testu QuantiFE-
RON. W grupie z dodatnim wynikiem TST odnoto-
wano jedynie 2,3% zachorowań na gruźlicę (5/219)
w trakcie obserwacji, z kolei w grupie drugiej —
14,6% (6/41). Wartość prognostyczna testów IGRA
byłaby więc znacznie wyższa niż TST. Istnieje
potrzeba kontynuacji tych badań z udziałem więk-
szej liczby badanych oraz stworzenia pomocnych
modeli matematycznych [35].
Podsumowanie
Testy IGRA są nieco bardziej czułe niż TST,
aczkolwiek na wyniki obydwu wpływa stan immu-
nosupresji; IGRA są prawie w 100% swoiste
(w przeciwieństwie do TST, na które mają wpływ
szczepienia BCG oraz zakażenia prątkami środo-
wiskowymi [wyjątek: M. kansasi, M. szulgai,
M. microti, w przypadku których IGRA mogą być
dodatnie]). Stwierdzono silną korelację między
ekspozycją na gruźlicę a dodatnim wynikiem te-
stu IGRA, co ma niewątpliwą zaletę w dochodze-
niach epidemiologicznych (jak również brak zja-
wiska booster). Istotną cechą testów IGRA jest moż-
liwość tylko jednej wizyty pacjenta oraz to, że
wynik można uzyskać już w ciągu 1–2 dni. Nie-
stety, wykonanie ich wymaga odpowiedniej infra-
struktury laboratoryjnej i kwalifikacji personelu.
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Niezdefiniowana dotychczas w testach IGRA
(a możliwa przy zastosowaniu TST) jest ocena zja-
wiska konwersji i rewersji, co będzie wymagało
dalszych badań. Niezbędne jest również określe-
nie nowych punktów odcięcia dla dodatnich war-
tości testów dla różnych populacji [36].
Dotychczasowe obserwacje pozwalają jednak
przypuszczać, że testy IGRA zastąpią stosowane
dotychczas testy skórne nie tylko ze względu na
wysoką czułość i większą swoistość, lecz także
z powodów finansowych. W pracy Diela i wsp. [37]
porównano koszt chemioprofilaktyki stosowanej
u osób z grupy bliskich kontaktów na podstawie
TST i testów IGRA na korzyść tych drugich.
Być może znaczące korzyści finansowe płyną-
ce ze stosowania testów IGRA w strategii opano-
wania gruźlicy będą przesłanką do ciągłego ich
ulepszania i sukcesywnego włączania do diagno-
styki w coraz liczniejszych krajach [37, 38].
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